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重症１型糖尿病に対する治療法である膵島移植は、従来行なわれてきた膵臓移植と比べ、安全・簡便・低侵襲
などの利点を有しているが、現状では克服すべき課題も多い。その一つとして膵臓から膵島を分離する際に使
用される細胞分離酵素の問題があげられる。現在主に使われている酵素剤は、主成分のクロストリジウム (Ch: 
Clostridium histolyticum)由来の二つのコラゲナーゼサブタイプ (ColG / ColH)と中性プロテアーゼで構成
されており、それ以外に未知成分の混在が認められている。中性プロテアーゼに関しては、実用的な理由から、
コラゲナーゼの産生菌とは異なる耐熱性菌由来のサーモライシン (TL)が現行の世界標準となっている。しか
し、生物学的観点から考慮すると、コラゲナーゼの産生菌である Ch由来の中性プロテアーゼ (ChNP)の方が
TLよりも機能性に優れることが推測されるため、まずリコンビナントタイプの ChNPを構築しその検証を行
った。次に、未知成分に関しては、tryptic-like activity (TLA)を有する酵素成分が重要である事が判明してい
るため、Ch由来で TLAを有するプロテアーゼの中で最大量を占めるクロストリパイン (CP)に着目し、リコ
ンビナントタイプの CP を作製した。それを用いて、同菌 (Ch)由来の ChNP と CP の併用効果に関して TL
との比較検討を行った。開発酵素剤の品質評価は、SDS-PAGE および基質活性計測により行った。実験群と
して TL群、ChNP群、TL＋CP群、ChNP＋CP群の 4群を設定し、全群 (各 n=12)において同量の ColGお
よび ColHを使用した上でラット膵島分離を行い、膵島収量、形態、ADP / ATP、ATP / DNA、Insulin / DNA、
糖負荷試験、消化工程中の内因性外分泌酵素の活性化について比較検討を行った。また、膵組織消化試験後の
免疫組織化学分析、基質消化試験、および質量分析を行い、各酵素剤の作用対象となる細胞外マトリックスに
関しても検討を行った。使用したリコンビナント酵素剤 (ColG・ColH・ChNP・CP)および TLは、いずれも
高純度を示し、CP 以外の酵素剤は不純プロテアーゼの混入を示唆する TLA を保持しない事が確認された。
中性プロテアーゼ単独で比較すると、膵島収量は TL群が ChNP群に対し有意に高値を示した (1,507.8±91.4  
vs 651.7±55.2、P＜0.01)。興味深い事に、両中性プロテアーゼに対する CP の添加効果は、ChNP＋CP 群 
(1,967.3±100.3)のみに認められ、TL＋CP群 (1,317.0±96.1)では、逆に収量の減少傾向を認めた。ChNP＋CP
群における膵島収量は、現行の世界標準である TL 群より有意に高値を示したが (P＝0.003)、形態、機能、
バイアビリティーは両群において同等であった。消化工程中の内因性外分泌酵素は、TL 群で早期からトリプ
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シン、キモトリプシンが強く活性化された。一方、ChNP+CP 群では、トリプシンの活性化は軽度であるが、
キモトリプシンが TL群と同程度まで強く活性化され、トリプシンによる膵島の直接障害を回避しながら、キ
モトリプシン由来の連鎖反応により効果的に膵組織の消化が行われていることが示唆された。また、免疫染色、
基質消化試験において TL、ChNP、CPは、いずれもラミニンを消化するが、その切断部位や様式が異なるた
め、この相違が各酵素の組み合わせにおける相乗作用の有無に関与しているものと推察された。本研究により、
中性プロテアーゼとしては ChNP の方が TL と比較して膵組織消化の比活性が低いことが判明した。また、
TLAを有する CPは同菌である Ch由来の中性プロテアーゼ (ChNP)と有効な相乗作用を有し、膵島の質を落
とすことなく分離効率を効果的に上げられる革新的酵素剤であることが初めて明らかとなった。 
